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(57) Abstract 

Proteins having sucrose phosphate synthetase 
(SPS) activity and comprising in particular at least one 
peptide whose amino acid sequence is as follows: 
ThvTrpIIeLys, TVrValValGluLeuAlaArg, SerMetProP- 
roIIeTrpAlaGluValMetAr& LeuArgProAspGinAsp- 
TyrUuMetHisIIeSerHiaArg, TrpSerHisAspGiyAla- 
Arg; a method for preparing them; cell lines obtained 
thereby; monoclonal antibodies specific for said 
prl7eins; said proteins' cDNA; the use of said cDNA 
for modifying the expression and control of said pro- 
teins in plants; expression vectors containing said 
cDNA; and plants and seeds obtained by means of 
said expression vectors, are described. 
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SPS 90 kd PEPTIDES 

ThrTrpIleLyn 

TyrValValGluLauAIaArg 

SttzlfetProProIloTrpAlaGluValHatArg 

SPS 30 kd PEPTIDES 
I^uArgProAspGlnAspTyrLeuMQtHisIleSorHisArg 



12N TrpSerHisAspGlyAlaArg 

L'invention a pour objet les proteines ayant l'activite de la saccharose phosphate synthetase (SPS), comportant notamment 
au moins un peptideclont la sequence en acides amines est la suivante: TnvTrpUeLys, T^n^L?^^ 
eTrp^aGluValMetArg, UuArgProAsr^lnAspTyrUuMetHisIleSerHisA^ 
uonjes l.gnees cellulaires obtenues par ce procede, les anticorps immodona^ 

™Z7r*un™^ ^expression renfennant cet ADN complementaire ainsi que les plantes efsemences 
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Sucrose phosphate synthetase (SPS) , son procede de prepa 
ration, son ADN complemenraire et 1 'utilisation de l'ADN 
compiementaire pour modifier 1' expression de la SPS dans les 
cellules vegetales. 
5 La presente invention conceme la saccharose phosphate 

synthetase (SPS), son procede de preparation, son ADN compie- 
mentaire et l'utilisation de ce dernier pour modifier le taux 
d* expression de SPS dans des cellules vegetales. 

La presente invention a pour objet les protdines ayant 
10 I 9 activity de la saccharose phosphate synthetase (SPS) . 

Par cellule vegetale, on entend toute cellule de plantes 
pouvant former des tissus indif f£renci6s comme des cals ou des 
tissus diff£rencies comme des embryons, certaines parties de 
plantes, des plantes entieres ou encore des sentences. 
15 Par plante, on entend notamment les plantes produisant 

des graines, par exemple les gramindes comme les cereales % 
paille telles que le bie, l^rge, le mais ou l'avoine, les 
legumineuses comme le soja, les plantes oleagineuses comme le 
tournesol, les plantes a tubercules comme les pommes de terre, 
20 les plantes a racines comme la betterave ou les fruits comme 
la t ornate. 

L* invention a plus particulierement pour objet la saccha- 
rose phosphate synthetase et notamment la saccharose phosphate 
synthetase de plantes. 
25 Par plantes on entend par exemple les graminees comme par 

exemple le ble, l'orge, le mais, la canne a sucre, les legumes 
comme la tomate et le soja, les fruits, comme les pommes et 
les bananes. 

La saccharose phosphate synthetase est une enzyme cle 
30 dans les m£canismes de regulation du saccharose, mais ega- 
lement dans les m£canismes de la regulation du partage du 
carbone ^ntre 1'amidon et le saccharose dans la photosynthese 
(voir h ce sujet !• article de Jack PREISS dans TIBS janvier 
1984, pages 24 et suivantes, ou encore l 1 article de Mark STITT 
35 et Coll. dans Biochemistry of Plants vol. 10, 1987 pages 327 
et suivantes) . 

La SPS semble specif ique de l'espece concernee ; Joan L- 
Walker et Steven C, Huber qui ont purifie et realise une 
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^Aii™inaire de la saccharose phosphate 

■ u SPS d. »ais pouvant elister sou, on. forme pure ou 
Prati ™tir: Plus preci^t pour e M et 1.= proline. 

sequence en acides amines est la suivante : 

ThrTrpIleLys 
TyrValValGluLeuAlaArg 
15 serMetProProIleTrpAlaGluValMetArg 

LeuArgProAspGlnAspTyrl-euMetHisIleSerHisArg 

TrpSerHisAspGlyAlaArg prot eines definies 

L* invention a notamment pour ob 3 et les p 
p^de^ent ayant la sequence en acides a»xnes decrxte a la 

20 '^"Invention a ,gale»ent pour objet les des pro- ) 

t6ine s denies pr^ent £ ~ * 

IT* basse te^rature par broyage, centrxfugat.cn et fxl 
trati ° n ' , SPS l'extrait obtenu par precipita- 

Tion du pr^cipit, obtenu dans une -lutxon^on 

c) on purifie la proteine active axnsx «btenue par 

- graphie et si desire, antic orps monoclonaux a 

d) on prepare des hybrxdcmes et des antiCOrp des 
35 partir d-une solution antigenic obtenue l ^ \ V ^ mam§ 

nrecarations obtenues aux paragraphes a), b) , et c) ci 
^le les hybrido.es et selectionne le ou les antxcorps 
BO noclonaux dirxges specif iquement centre la SPS, 



WO 92/01782 PCT/FR91/00593 

3 

f) purifie la SPS obtenue au moyen des anticorps ainsi 
prepares. 

L' invention a plus precisement pour objet un procede 
caracteris6 en ce que : 
5 a) on fait un extrait a partir de parties de plantes de mais 
conservees & basse temperature par broyage, centrifugation et 
filtration, 

b) on enrichit en proteines l 1 extrait obtenu par precipitation 
dans le polyethyleneglycol, centrifugation et solubilisation 

10 du precipite obtenu dans une solution tampon, 

c) on purifie la prot^ine SPS ainsi obtenu par chromatographic 
d'dchange d 1 anions basse pression, puis par chromatographic 
sur heparins Sepharose, puis par chromatographie d^change 

d' anions haute pression, 

15 d) on purifie les fractions actives par passage sur 2 colonnes 
de chromatographie haute pression, et, si d6sir6, 
e) on prepare des hybridomes et des anticorps monoclonaux a 
partir d'une solution antigenique obtenue a partir d'une 
preparation a) , b) , c) , 

20 f) cfible les hybridomes et sdlectionne les anticorps dirig6s 
specif iquement contre la SPS, 

g) purifie la SPS obtenue precddemment au moyen des anticorps 
ainsi prepares. 

Dans un mode de realisation prefers : 
25 - le mais utilise est un mais de souche PIONEER 3184, 

- les parties de plantes de mais utilisees sont des feuilles 
conservees h basse temperature par exemple entre -50 *C et - 
90*C, 

- la purification dans le polyethyleneglycol (PEG) se fait en 
30 deux temps : 

. une premiere precipitation ou la concentration finale 
/ en PEG est voisine d^ 6 %, 

. une deuxieme precipitation ou la concentration finale 
en PEG est voisine de 12 I. 
35 - les differentes chromatographies sont realisees comme suit : 
lere chromatographie : DEAE Sepharose, 

2 erne chromatographie : heparine Sepharose : on peut noter 
que la preparation ainsi obtenue peut etre conservee 
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narte majeure d'activite, 
plo .ieurs jours sans p^rt. ^ ^ ^^ 

36me chromatographie CIHP * 

£ cnronatoorapnie C«P . Wdro^lapatite. 

5 - „ eours de » '"^"^^ sss Mt effectuee de prefe- 

risorcinal, dosaoe de l'w w produits formes 

10 b) un. method. Ms*, sur 1. * ^ OT jeu la SPS. 

•tr^T^i I— i— ~ PXusieurs injects. - 

Pl " - 1-djuvant conplet de 

^ dan. ^^u^ur. injections de ? 

20 on effectu. sur «. £^ r4aultlts av . e «ois injec 
i-antigine = on a oMenu d factions de. 

tion. a*, tractions mono Q suivl ^ ^ 

fractions finales (»ux jours 0, It, 27, 

example)- , voi . e sous cutanea, 

example. M „ ion a cellulaires de rate ainsi 

- la preparation des suspensions celiux 

- la pr p de facon clonique. 
30 immunisees est t»*-£ * celluleg de ^lome, de 

Las etapes de fusion avec prodU ction des 

, Hon des nybridomes. de clonage at de proa 
conservation ^ les Betno des connues. 

anticorps «t~* ^ ^ secr6tant Xes anticorps 
pour detecter xes y d eux methodes pour 

35 dirlo^s centre l-snti g ene, on ..Y^idomes ,e=rt 

stlectio^r les anticorps » "^L-l- « 

!t.trrrr«eror.s — * — - 
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I'activite SPS, 

- una methode de I'activite des anticorps diriges contre 
I'activite SPS V 

Ces methodes sont de preference celles decrites dans la 
5 partie experimentale. 

L 1 invention a egalement pour objet les lignees cellu- 
laires d'hybridomes obtenues et notamment les lignees cellu- 
laires hybridomes suivantes : 
SPA 2-2-3 : 1-971 
10 SPA 2-2-22 : 1-970 

SPA 2-2-25 : 1-972 
SPB 3-2-19 : 1-973 
SPB 5-2-10 : 1-974 
SPB 5-4-2 : 1-975 
15 SPB 13-1-7 : 1-976 

SPB 13-2-2 : 1-977 
qui ont ete deposees le 11 juin 1990 aupres de la Collection 
Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM-Institut Pas- 
teur) sous les num6ros mentionnSs, 
20 L* invention a egalement pour objet les anticorps monoclo- 

naux diriges specif iqueraent contre la SPS. 

L' invention a egalement pour objet un procede de prepara- 
tion de proteines caracterise en ce que l»on fait passer une 
preparation contenant les dites proteines sur une colonne de 
25 chromatographie renfermant des anticorps monoclonaux diriges 
specifiquement contre les dites proteines et obtient ainsi les 
proteines recherchees. 

L f invention a egalement pour objet les sequences d'ADN 
codant pour les proteines d§f inies prdcddemment et notamment 
30 la SPS de mais, dont la sequence apparait figure 1. 

L'ADN compl6mentaire (ADNc) codant pour l 1 enzyme 
saccharose Phosphate Synthethase (SPS) a et6 prepare comme 
suit : 

1 - S6quen$age des fragments peptidiques de SPS purifiee. 
35 Les preparations purifiees de SPS de mais obtenues prece- 

demment donnent, lors de la separation suf~" gel d^cryiamide, 
une bande minoritaire a 120 kd (correspondant a la sequence 
proteique totale) et deux bandes majoritaires de 90 et 30 kd. 
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• ■ * ^ares par electrophorese puis 
Ces deux polypeptides ^ d » 

electrodes. Una ^T^J^ » " ^ 

fragments obtenus a perais d connaissance de la sequent ) 

^ines de 5 J^ des perB et de d^iner la 

sequence nucleotidique is . 

2 . IS ole»ent de V** - f-U*- de ^ et 

L'ABN total est isole selon 
GRIFFITH (19", Biotechni^es vol 4 PP ^ 
10 L .*« POIV- est Prepa- parP 

d-oligodT cellulose selon les 

t - construction d'une banq* , d ^Hc. ^ ^ de 

^ syntbese de 1'ADNc est realis ^ ^ 

syn «,se — -r- - taill* 

15 utilisee a la place de la tra de baseg et 

d es » obtenus ^ — ^J^.. D es adaptateurs ScoKI 
plU sieurs -ill— de pa^es avant clonage dans un 

sont ajoutes aux * ^ banqae d'ADNc content: 

vecteur d-expression lambda gtll. 

» environ 1,5.10* la gynt nese d'une sonde nucl* ) 

4 - utilisation « llKsp 

t i diq ». specif "drives a- «~ «- ptld ** 

B11 (proven.** de U 30 Kd) ^ ^ P ^ dans des 

25 a.crit, dans la fW- J „ d .p.rt eat que »« 

tactions d. type «=»• 1 produits d. degradation 

poXypeptide. » » * ''"t "fait lea peptide, iaaus 
d. ia prot«in. *' S /° f^Vivant pr=v.nir d. la traduc- 
M «.g»nts SFS " " SK " c .«e Bypottea. 1 .utilisation 

30 tion -'T^idTco^^ « ~ 

a .» couple ''""^""'aTtype PCR doit aboutir a 1» 
peptide, dan. «n. ^ ^, uls d«er.in,. »i - 

. syntn.ee d'un fragment d d>m . b4m sequence 

ofigonucieetides sent — respective * - ^ 

r.r:^d=riiie . <~ — - 
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bases).* 

5 - Tri Se la banque d'ADNc : 

250 000 transf ormants lambda gtll out ete tries en utili- 
sant le fragment d'ADN de 1200 paires bases obtenu par reac- 
5 tion PCR (decrite precedemment) . 16 clones positifs ont ete 
obtenus. La taille des insertions varie de 0,3 kb a 2,8 kb. La 
sequence obtenue n'est pas complete cote R* . Un deuxieme tri 
de la banque a l'aide d»un fragment d'ADN de 400 pb correspon- 
dant & la partie 5' du clone SPS3 permet d'obtenir un clone 
10 (SPS 61) allant plus loin dans la partie 5' (fig. 6) sans pour 
autant avoir l'extremite 5 1 . 

6 - Realisation et tri d'une deuxieme banque d'ADNc permettant 
de doner la partie 5* de l'ADNc codaht pour la SPS. 

Un oligonucleotide compiementaire de la sequence 5' du 
15 clone SPS61 est utilise comme amorce pour la synthese de 
l'ADNc. Apres synthese du deuxieme brin, l'ADNc a ete clone 
dans le phage lambda. La banque contient environ 1 million de 
clones. Les clones SPS 90 et SPS 77 ont ete obtenus lors du 
tri de cette banque avec SPS 61 (fig. 6) . La sequence de ces 
20 clones a permis de determiner la region de recouvrement avec 
le clone SPS 61. Le clone SPS 90 permet d'atteindre la partie 
5* de la SPS. 

La verification de 1'ordonnancement des differentes 
sequences (fig. 6) permettant d'obtenir la sequence complete 
25 de l'ADNc a pu etre faite en utilisant la technique de PCR. 
^ Les amorces utili sees appartiennent aux clones SPS 3 et SPS 
90. L'obtention d'un fragment de 750 paires de bases de la 
taille exacte predite par la sequence complete permet d'af fir- 
mer que les clones SPS 3 et SPS 90 derivent du meme ARN mes- 
30 sager. 

7 - Assemblage de l'ADNc complet. 

L 9 invention a egalement pour objet l'ADN genomique / 
comprenant la partie codc.it pour les proteines d6f inies prece- 
demment et les sequences necessaires h 1' expression et la 
35 regulation de cette proteine dans les pi antes. 

L f invention a egalement pour objet un precede pour modi- 
fier le taux d 1 expression de la SPS dans une plante, caracte- 
rise en ce que l'on transforms les cellules de la dite plante 
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au roy en vecteur ..session ren^ant^c d«ini 

—s- . - rr p™. , 

lltt[ p„„ion d. I* pro" » ^ ^ 

s tear capable a. diriger 1 exp . fc ^ et 

10 par la roise en oeuvre de ce P roc6d *; sem ences obtenues. 

^rrprs^r: ^r:.— - ^ 

fois la limiter. 

est ef fectue de 2 f a«?ons : 

n test colorimetrique (P.S. Kerr et 

setose - Phc.pha« S1 «co S yltransferase catalyse 

25 reaction : _ _ + UDP 

ODPG - Fructose 6-P <-> saccharose 6 P 

ODPG : uridine Di-Phospho Glucose 

6-P ou F6P = Fructose 6-Pho.ph.t. 
s.cc^ro.e 6-P = saccharose 6-Phosphate ^ 

spectropbotometrie a 520 run (D.O. 520 «>. 

b) soit au »oye„ d-un system ««»^ "f^, S e 
(S. Harbron et al., Anal. Bioche». 1980, 107 . 56 

composant de la f a<?on suivante : 

TOPG + F6P <=> SACCHAROSE 6 P + ™* 
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SPS 

UDP + ATP <=> ADP + UTP 

5 

Nucleoside Diphosphokinase NP^K 
ADP + PEP <*> Pyruvate + ATP 
10 Pyruvate kinase PK 

pyruvate + NADH <»> NAD + lactate 

Lactate dehydrogenase LDH 

15 

On mesure la disparition du NADH h 340 ran et 1 mole de 
NAD form6 ou 1 mole de NADH consonant correspond h 1 mole 
de saccharose 6 P formd. 

20 1.2 - Purificat ion de la SPS (preparation de 1 ' immunoaene) 
1.2*1 - Extraction " 

Le materiel de depart pour la purification est const!-* 
tue de jeunes feuilles de mais ( souche Pioneer 3184 ) decou- 
ples, ddveindes, congelees dans I 1 azote liquide et stockees 

25 a -70 # C. 

250 g de feuilles sont mises en suspension dans 1 1 de 
tampon HEPES 50mM MgC12 lOmM EDTA ImM DTT 5mM pH 7,5 (tampon 
d 1 extraction) additionne de llg de Polyvinylpyrrolidone avec 
barbotage d' azote et refroidissement 4 0*C. 

30 Les feuilles sont broydes, jusqu'i obtention d'une 

suspension homogerie. Ce broyat est filtre. Le broyat est alors 
centrifuge & 14000 g pendant 20 mn k 4 # C. 

Tout en maihtenant un barbotage d' azote, on additionne 
au surnageant une solution de Poly Ethylene Glycol 4 50 % 

35 (PEG 8000 "Breox" a 50 % p/v en tampon d 1 extraction) jusqu'i 
une concentration finale en PEG de 6 %• Apres centrifugation, 
20 mn k 14000 g le surnageant est additionne de PEG 50 % jus- 
qu'a concentration finale en PEG de 12 %. Apres une nouvelle 
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, e „maaeant est elimine et le culot est 

^.reprise). »tte solution est clarifi*. par centri- 

. Ct- :o r rr:io ... — — , 

.oM««r DEM 8-paaro.. fast-flow _ 

r^sit final ~t chroBatoorapni. sur une colonn. d. 

phie est effiectuee a 4'C. 

L.activite SPS est eluee ft environ 0,17 M KCl. 
, 23 - chromatographia snr Heparin, sepharose 
1.2.3 un£UJUtt * r naetivite SPS sont rassem- 

«. fractions consent 1 ^ .„ 

et -.^T^oTproai^nt eouillT ) 

gel est lave avec environ 10 volume d. 
25 Lfi P«is reconditionn. d»s un. colonn. 

Phi5U *- Ms pr0 «in.. adsorbs sont .lu.es d-un. facon iso- 
^ren d.un tarpon CAPS 10 ». »*el2 10 «™ 
1 nM, DTT 5 mM, EG 10 %, Tween 80 0,01 *, Heparine 
30 PrucUe 1 %, KCl 0,25M P H 10 delivre a 60 *l/h. 

chro»atographie est """^f^^ sps sont ra3 se»- 
Les fractions contenant 1« activity sk» s 

' H .es (Action marine, « * ^ * 

".tape suivent. de purification. Vnn T Y1.» 1 -> -MM » * 

" suivantes sont effectu.es 

a 1-aid. d'un systeme d. chromatooraphi. Liquide Haute 
Perf otic lam . et on suit la purification au ..yen d 
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detecteur equipe d'un filtre permettant de mesurer l'absor- 
bance dans 1' ultra-violet a 280 nm (A280) . Les tampons et les 
fractions recuperees sont maintenus a basse temperature. 
1.2.4 - chromatographic d'echange d 1 anion haute performance : 
5 Mono Q 

La fraction heparine est diluee au 2/3 en tampon Trie- 
thanolamine 20 mM, MgCl2 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 10 raM, EG 3 %, 
TVeen 80. 0,3 % pH 7,5 (tampon A) et chargee sur une colonne 
FPLC Mono Q HK10/10 prealablement equi librae avec le meme 
10 tampon additionnS de NaCl (concentration finale 0,18 M) . Apres 
retour a 0 de la A280 les prolines adsorbees sur le support 
chromatographigue sont eludes au moyen d'un gradient de sel 
complexe compose comme suit : 
tampon A : cf ci-dessus 
15 tampon B : tampon A + NaCl 1 M 





temps (minutes) 


% B 




0 


18 




0,1 


24 


20 


15 


24 




19 


26 




23 


26 




33 


31 




38 


31 


25 


41 


100 




43 


18 



Le debit applique sur la colonne est de 180 ml/h. 

L'activite SPS est eluee entre 0,26 et 0,31 M NaCl. 
Les fractions actives sont rassemblees (fraction Mono Q) . 
30 1.2.5 - CLHP sur Hydroxy apatite 

La fraction Mono Q est chai ee sur une colonne CLHP 
d'hydroxyapatite equilibree en tampon KH2P04/K2HP04 20 mM, EG 
3 %, Tween 80 0,3 %, DTT 5 mM pH 7,5. Apres retour a 0 de la 
A280 les proteines adsorbees sont eluees au moyen du gradient 
35 de phosphate suivant : 

tampon A : cf ci-dessus 

tampon B : idem tampon A mais 500 mM Phosphate de K 
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% B. 



temps (minutes) 
0 
5 
9 

14 
29 
31 
32 
35 



2 
11 
13 
13. 
40 
100 
100 
2 



^ <n wi II faut noter a ce 
M *»U »^ "X££'p«tiel de Lactivite 
era. I- ' " fl cuf l^«ler un. .ctivit* 
sps .t qu'il *» dl£ " * VLiflcation (ef table*. Hi 

15 60 ^Trtctlon. actives sent et constituent 

la fraction HAC. 

1.2.6 - CLHP SUT DEM 5PW CLHP 

d'echange d'anion de type Di ray olanine 20 mM, ) 

pr6 alable»ent ^ilibr^e e» tarn % % pH 
MgC 12 10 «, EDTA 1 mM, EG 3 %, DT* 2,5 

(T3BPOn ^s^olTo'de ia A2S0 les prolines adsorbs 

" SO nt «JT- - — - — ^ ! 

tampon A : cf ci-dessus 
^on B : idem tampon A avec KaCl 1 M 



3Q temps (minutes) * B 

o 15 

0,1 

5 20 

22 35 

35 30 100 

31 15 

Le debit utilise est de 60 ml/h. 
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L 1 activity SPS est eluee A environ 0,3M NaCl. 
1.2.7 - Obtention do la preparation finale : concentration 

La preparation finale est concentree par chromatogra- 
phie CLHP sur 6changeur Mono Q HR5/5 (5 X 50 nan, Pharmacia) et 
5 61ution rapide. 

La fraction DEAE 5PW (ou la fraction G200) est diluee au 
2/3 en tampon A (idem 6) et chargde sur la colonne preala- 
blement equilibria en tampon A + 0,18 M NaCl. Le gradient 
suivant est alors appliqu6 sur la colonne : 
10 tampons A & B : idem 6) 

temps (minutes) % B 

o is 
10 40 
12 100 
15 13 18 

Le ddbit utilise est de 60 ml/h. 

L'activite SPS est 61u6e k environ 30 % B (0,3 M 

NaCl). 

La preparation finale est stock^e h -20 'C jusqu'a 
20 utilisation. 

Le tableau 1 resume les r£sultats obtenus aux diffd- 
rentes stapes de purification en terme de quantity de pro- 
teines et d* activity SPS. 
TABLEAU 1 



25 


Concentration en 


Volume 


As** 


Fp** 


R* 




protdines (mg/ml) 


(ml) 


(U) 




(%) 




Broyat 


1 


1000 


0,05 


0 


100 




Extrait final 


4< <8 


60 


0,30 


6 


144 




Frac. DEAE FF 


0,4< <0,8 


70 


3 


60 


168 


30 


Frac. Heparins 


0,2< <0,4 


25 


9 


180 


90 




Frac. Mono Q 


(0,02) 


30 










Frac. HAC 


(0,03) 


8 










Prep, final 


0,05 


2 


25 


500 


5 



Legends 

35 As = Activity enzymatique Sp6cifique : 1 U correspond a 

1 micromole de saccharose forme par minute par mg de 
protdine 4 37*C 
Fp =* Facteur de purification 
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H a Kendement 
* ( } - valeur approximative 



_ - non determine quantite de prolines est 

Remarques : la mesure de 1 J ^ Tween inter 

5 ef£ ectuee en utilisan. ^ , u n , est pas possible de 

f erant enormement dans cez m M au niveau des 

doS er les prolines et done ^ ^ ^ 

rs^"snr^ - cours de i,6tape ta dow,e ~ 

10 resultat sous-estime. _ preni eres etapes peut 

' " rtTiTSLS-. au cours a. la purgation de 

s'expliquer par j. ^ +.* v ite SPS 

Un profil (SDS PAGE) le est d onne 

IS cation et la 95, et 35 Kd (Kilo- 

figure I. La presence de ^ spg . ; 

d altons) est prot6i „es 35 et 95 Kd faites 

Les etudes de sequence des p gont vra ise»- 

par la suite, sclent -ntrer £ ^ l2Q Kd . , 

20 Si— des produits de ^^es prolines 35 et 95 Kd 
De plus les ^^^^ - - immuno-d,tectic. 
reconnaissent egalement P d6montre une communaute 

apres transf ert sur ^^' ^es (voir plus loin) . H 
antig^nique entre ces trois proton de prot6a ses 

25 faut signaler cependant que ^ ^ 

dans les tampons durant la purix 

d . ort enir un. r;^. .-»» — «r. une 

„ ..ccnaros. pnosphat. «n deb." un. 

protelne di c« "^"^^ ^-t^r., . 
,„ protdine d. no Kd (hc-o-Ja-r. on 

Jill V' A""*-* nurif iction de 1* saccharo..- 

. paoapMf .yntnetase au ^ mtm d-.rg.nt 

condition, reductrices "^^.^^id... |U. Kd, . 

35 h = standard d. po " -^^n. (« 
Albumine bovxne (68 Kd) , « 

nione (» M ' b e „ „ icroqI a»-es de prolines par puits 

H : Fraction Hdparine, ju 
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PF : Preparation Finale, 7,5 microgrammes de proteines par 
puits. 

EF : Extrait Final, 7,5 microgrammes de proteines par puits. 
D : Fraction DEAE Fast-Flow, 7,5 microgrammes de proteines par 
5 puits. 

Les bandes de proteines visibles a environ 120 Kd (1), 95 Kd 
(2) et 35 Kd (3) sont correlees, au cours des stapes de chro- 
matographie, a la presence d f une activity SPS dans les frac- 
tions. 

10 

2 - PROCEDE DE PREPARATION PES ANTICORPB MONQCLONAUX DIRIGE8 
CQNTRE LA SACCHAROSE PHOSPHATE SYNTHETASE 
2.1 - Immunisations 

Les souris BALB/C sont immunises en in jectant par voie 
15 sous-cutanee (coussinets et pattes) selon la mSthodor 

logie suivante : 

Jour 0 Injection d' environ 5 microgrammes de proteines 
(soit environ 0,3 USPS par souris) : pool Mono Q emul- 
sifi£ volume a volume avec de 1 'Adjuvant Complet de 

20 Freund (ACF) . 

Jour 14 Injection d' environ 5 microgrammes de proteines 
(soit environ 0,3 Usps par souris) : pool Mono Q emul- 
sifie volume a volume avec de 1* Adjuvant Incomplet de 
Freund (AIF) . 

25 Jour 27 Idem J14 

Jour 0+2 mois Injection d' environ 20 microgrammes de 
protdines : preparation finale en AIF 

^ Jour 0+3 mois Injection d' environ 12 microgrammes de 

proteines : preparation finale en AIF 

30 Jour 0+4,5 mois Injection par voie intra-veineuse (IV) 

dans la queue d' environ 20 microgrammes de proteines : 
ppol final tel que. 

La fusion est realisee 3 jours apres 1 1 immunisation IV. 
Les serums sont preleves a J34, J67, J98 et J159 afin de 
35 mesurer la reponse immunitaire (cf screening) . 

2.1.1 - Methode de screening 

La SPS utilisee pour les immunisations n'£tant pas 
parfaitement homogene, 11 est necessaire de mettre au point un 
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a~ enzyme. En effet un test 

t .,t a. screenin, ^t airi*. — 

I^tLde de - anticorp. ^iteura * l,aCtiVl " 

t^t-ode a. auction - — ' " 

" irT^He^ion deaanticorp. — a. .act!- 

vite SPS nennet de detecter les 

Cette aethod. da screening per.* ^ ^ , 

„ticorps se fi*»t « - ^"^c ^.chant race., 

15 niveau 4- — - : e '3^ ou d. suma,ea»t a. 

- — »»• " T«Z a <a4» PProprU eat - en 
culture d'hybrido„ee dilu. a. rae P^ Heparin.) . 

presence a. to ui a. »7™ t i-^. ( « M ««. Vactivit* 

i «■ : n a ;"r. Lao. 

I^lln Par co^araison avec la preparation ae SPS 

*, H4thoae ae detection aes anticorpa dorm 

" '"^^"LSl eat basae sur la precipitation du 

Cette s t4M .ntraineur <Ic 
anticorp.-SPS a 1 »i Mpnato se = Goat- 

antl 19 d. souria couplee a aes Di -r-tiou. «° » icro_ 

^ ^.-sepnarose ou G*. ~ ^ Z**— «™ 
30 Utr.. a. adru. . a. 60 ^litres ae 

50 .icrolitres d. «H.-s.pharos. a 25 % 1 „„, 

EG 10 tr DTT « pK 7 5. centrt£ug « io n 5 minutes a 
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determines & I'aide du dosage enzymatique couple (Cf 1.1). Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de precipitation 
(% prec) par comparaison avec la meme preparation de SPS 
traitee de la meme fa? on sans anticorps. 
5 2.1.2 - Resultats 

10 souris ont 6te immunis6es selon le protocole decrit 
plus haut. Le tableau suivant donne les resultats des dosages 
de precipitation effectu6s avec les h£t£ro-antisera des 10 
souris a J159. Les serums sont dilues au 1/200. 
10 SOURIS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

% PREC. 45 22 32 64 36 30 22 16 39 37 

Des dilutions supplementaires du serum de la souris 4 

donnent les resultats suivants : 

15 

DILUTION % PRECIPITATION 

1/200 67 

1/400 48 

1/600 29 

20 1/1000 20 



Les rates des souris 1 et 4 sont utilisees pour la fusion. 

2.2 - rvgi<?n pglluiaire 

25 Les splenocytes des souris sont fusionnees avec des 

cellules de myelome de souris SP2/0-Agl4 selon un ratio 
2/1 en presence de polyethylene glycol 1500 a 45 %. La 
selection des hybridomes est effectuee en ajoutant de 
l'hypoxanthine et de l'azaserine au milieu de culture 24 

30 et 48 heure apres le fusion. 

Les hybridomes sont clones et sous-clones par la methode 
de dilution limits. f 
2.2*1 -Resultats du criblage dea hy brides et des clones 

35 HYBRIDES 

SOURIS 4 (fusion SPA) SOURIS 1 (fusion SPB) 

2 Hybrides positifs sur 45 6 Hybrides positifs sur 52 
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SPA2 : 38 % Prec 
SPA19 : 7 % prec. 
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SPB3 - 

SPB5 

SPB8 

SPB13 

SPB25 

SPB34 



: 17 % prec. 
: 67 % prec. 
: 53 % Prec. 
: 68 % prec. 
: 13 % prec. 
: 17 % prec- 



CLONES 

FUSION SPA 
10 2 clones retenus sur 36 



SPA2-2 
SPA19-7 



85 % prec. 
8 % prec. 



15 



FUSION SPB 
7 clones retenus sur 46 



SPB3-2 

SPB5-1 

SPB5-2 

SPB5-3 

SPB5-4 

SPB13-1 

SPB13-2 



19 % pr6c. 
76 % prec. 
71 % prec* 
45 % prdc. 
24 % prec. 
79 % prec. 
53 % prec. 



SOUS-CLONES 

20 FUSION SPB 

FUSION SPA sous -clones retenus sur 72 

3 sous-clones retenus sur 48 5 sous 

SPB3-2-19 : 21 % prec 
SPA2-2-3 : 60 % prec, sPB 5-2-10 : 86 % prec. 

25 SPA2-2-22 : 33 % P«c. SFW -4-2 : 46 % pr6c. 

SPA2-2-25 : 92 % prec- SPB 13-l-7 : 87 % prec. 

SPB13-2-2 : 93 % pr*c. 

^ a** anticorps oonoclonaux aati-SPS 
30 2.2.2 - Production des ar voie intra - 
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a) type. 

* Le typage est fait a l'aide d'un test ELISA. Des anti- 

corps de lapin anti-IgG et anti-IgM de souris (ZYMED) sont 
fixes au fond des puits de plagues 96 puits. Apres une nuit a 

5 temperature ambiante les sites non occupes sont satures avec 
une solution d* albumins serique bovine a 3 % dans du PBS. 
Apres une heure d 1 incubation a 37 *C et plusieurs lavages, les 
differents F18 sont deposees dans les puits. Apres incubation 
et plusieurs lavages, des anti-corps de chevre ou de lapin, 
10 anti-classe et anti-sous classe d 1 immunoglobulines de souris, 
couples a peroxydase, sont ajoutes. Apres une heure a 37*0, on 
revel e les anti-corps a* 1 "aide du systeme H 2 0 2 /ABTS. 

Tous les anticorps roonoclonaux anti-SPS sont du type 

Ig G x . 

15 b) Inhibition de I'activite SPS 

La determination de la capacite des anticorps a 
inhiber l'activite SPS est faite a l'aide de la technique 
citee plus haut (Of 2.1.1 a) en utilisant les F18. 



Concentration en anticorps % Inhibition 
20 (microgrammes/ml ) 
Anticorps 

SPA2-2-3 50 0 

SPA2-2-22 50 0 

SPA2-2-25 50 0 

25 SPB3-2-19 50 0 

SPB5-2-10 50 0 

SPB5-4-2 50 0 

SPB13-1-7 50 50 

25 55 

30 5 25 

2,5 10 

1 t 2,1 

SPB13-2-2 50 60,1 

25 59,1 

35 5 33,8 

2,5 14,2 

1 8,7 



c) Immuno-precipitation de l f activite SPS 



Ctrl II! I C HP DCMPI APCMPMT 
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/ r»o la capacite des anticorps a 

La determination de la cap* . i. a i^d ft la 

. ^ 1'activite SfcS est faite a 1'aide de la 
i^o-precxpxter 1 a ^ x * b) 6n uti i iS ant les F18. 

technique citee plus haut (Cf 2.1.1 ) p^pitation 
Concentration en anticorps % Free p 



Anticorps 
SPA2-2-3 



(microgrammes/ml ) 



10 



SPA2-2-22 



15 



Anticorps 
SPA2-2-25 



20 



SPB3-2-19 



25 



SPB5-2-10 



30 



SPB5-4-2 



35 



50 
25 
5 

2,5 

1 
50 
25 
10 

5 

2,5 
1 

50 
25 
5 

' 2,5 
1 
50 
25 
5 

2,5 

1 
50 
25 

5 

2,5 

1 
50 
25 

5 

2,5 
1 



95 
92 
80 
40 
20 

95,7 

95 

51 

48,2 

25 

10 

91,3 

95,3 

90,4 

22,8 

12,5 

95 

95 

27,8 
17,8 
9,3 
95 
95 

81,1 

41,4 

22,6 

95 

95 

86,1 
57,2 
26,1 
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SPB13-1— 7 


en 
DO 


95 




o e 

25 


95 




10 


65,4 




5 


48,1 


5 


2,5 


15 




1 


10 


SPB13-2-2 


50 


95 




25 


95 




5 


71,8 


10 


2,5 


43,5 



3 - UTILISATION PES ANTICORPS MONOCLONAUX POOR LA CARACTERISA- 
TION ET LA PURIFICATION PE LA SACCHAROSE PHOSPHATE SYNTHETASE 
3.1 - CaractSrisation de la Saccharose Phosphate Synthetase de 
15 Mais 

Cette caracterisation est effectuee a I'aide des anti- 
corps SPB3-2-19 et SPB13-2-2 par la techniijue d» immuno- 
detection apres transfert des protdines a partir d'un 
gel d • electrophorese en conditions denaturantes (SDS 

20 PAGE) sur membrane de nitrocellulose. 

Aprfes migration en gel d'acrylamide a 12,5 % (Nature 227 
(1970) 680-685), les proteines sont transferees sur 
membrane de nitrocellulose 0,22um (Schleicher et 
Schuell) au moyen d'une cuve de transfert pendant 3 0 mn, 

25 1* amperage initial etant de 1 Ampere. Le tampon utilise 

est le tampon d 1 electrophorese classique (TRIS base 
3,03 g/1, Glycine 14,4 g/1, SOS 0,1 % pH 8,3) auquel est 
a j out 6 20 % de methanol. 

Apres transfert, la membrane est mise en bain de satura- 
30 tion (Caseine 0,5 % en PBS) afin de saturer les ites 

non occupes par les protdines provenant du gel. ,»pres 
1 h a 37 *C sous agitation douce, /la membrane est lavee 3 
a 4 fois en tampon de lavage (Caseine 0,1 %, Tween 20 
0,5 %, en PBS) puis incub^es avec une solution a 10 
35 microgrammes/ml de I'anticorps monoclonal a tester. On * 

incube une partie de la membrane en parallele avec un 
anticorps non-immun (temoin negatif ) . Apres 1 h d' incu- 
bation a temperature ambiante suivie de 9 a 10 lavages, 
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• ^ncubee en presence d'un- anticorps anti- 
scarps desouris J. BmBran . ) . Apr e. t „ 

Li fe DUPONT) . _ ^ ^ figure 2> an fort 

One « te »f i 2^ B ^i« des bandes proteigues 120 

r n: u - - «- - 

10 r es«ttats precedents (voir premiere partie) . 

^ } « *** ** „ ce de !• anticorps SPB3-2-19 

A s mem *rane incubee en presen ^ ^ 

15 B : membrane mcubee en P" sen ~ anti _ n eo*ycine Temoin 
contre la SPS (anticorps monoclonal anti n 

negatif) t anticorps SPB13-2-2 

c , in^e en P£££ l ~ P»r LH" 

M . standard* d. poxds ~» c ° 1 "^ bovine (« 

W . **ydra.e 2 ' **" 

A1 v,via-TActalbumine (14,4 Ka) , x»«w« r 
Kd) , Alpha Lacxaxo - chr0 inatographie 

PA : d 6P at des proteines obtenue £T X ~ ^ monoclonal 
d-i^unoaf finite (voir pl« loin) ave 
25 SPB13-2-2, environ 40 n icrogra»*es de p ~te ^ ^ de 
H : de P 6t de la fraction Heparxne, environ 
proteines par depdt. 

, , n r 1 ,^ 0 n d, n nrm^ 

30 iimilHWfflnW 4 .,„„ (on de la saccharose Phos- 

„ d. I-^ 1 ,,,.^ a 

et. »*s. au point a£in a . 4t apes de pari 
o« . l-»nti=orp S SPBU-2-* est »is en presence de CK 
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Sepharose active, a raison de 1 mg d 1 anticorps par ml de gel. 
Apres incubation 2 h a temperature ambiante, les sites non 
occup^s par les anticorps sont satures par 1 » ethanolamine l M 
pH 9. Le support est ensuite lave alternativement avec les 
5 tampons acetate 0,1 M NaCl 0,5 M pH 4 et TRIS 0,1 M NaCl 0,5 M 
pH 8, Le support d'immunoaf finite ainsi prSpard est conserve a 
4*C en tampon HEPES 50 mM, MgCl 2 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, 
Azoture de sodium (azide) 0,01 % pH 7,5. 
3.2.2 - Chromatographic d'immunoaf finite 
10 La fraction Hdparine correspondant h la purification 

de la SPS est additionnee de PEG 50 % (voir 1.2.1) jusqu'ii une 
concentration finale en PEG de 20 %. Apres incubation 30 mn h 
4*C avec agitation lente, le melange est centrifuge a 1600 g 
pendant 30 mn. Le culot proteique est repris dans la moiti6 du 
15 volume de depart de tampon 50 mM HEPES, 10 mM MgC12, 1 mM 

EDTA, 10 % ethylene glycol pH 7,5. Cette etape permet d"61imi- 
ner le tampon precedant qui est incompatible avec la chromato- 
graphic d , immunoaf finite et de concentrer les proteines. Le 
rendement en activite SPS est de 80 & 90 %. 
20 La solution obtenue est appliquee avec un debit de 

0,1 ml/mn sur 1 ml de support d'immunoaf finite conditionn6 
dans une colonne et sur lequel a 6t6 fixe lin anticorps non 
dirige contre la SPS (CNBr-Sepharose active, sur lequel est 
f ix6 un anti-corps anti-neomycine) . Cette premiere etape 
25 permet d'eliminer certains contaminants se fixant de fagon 
aspecifique sur le support de chromatographic. L' effluent de 
la colonne non-specif ique est a son tour applique sur le 
support d'immuno-af finite anti-SPS (2 ml dans line colonne de 
11 X 20 mm) avec un debit de 0,1 ml/mn. Ces deux etapes sont 
30 effectuees & la temperature du laboratoire. Apres lavage de la 
colonne avec 10 ml de tampon de charge puis avec un tampon de 
lavage (Tampon de /charge additionnd de NaCl 0,25 M et Twenn 20 
0,3 %) jusqu'& ce que I'absorbance dans !• ultra-violet a 
280 nm soit proche du niveau de base, les proteines adsorbees 
35 sur le support sont eluees avec une solution de triethylamine 
50 mM pH 11. Cette elution s'effectue a 4*C et la colonne 
d 1 imnnino-af finite est renversee pour obtenir un rendement 
optimum. Le prof il SDS PAGE de la preparation finale obtenue 
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* l'aide du protocols classique 
correspond a ce qdi est obtenu ^ ^ 

' ^ -i^^- est — e 

adsorbees sur le s ^°" fflais le ^ndeHent de recupe- 

„on-reversible de l' actlVlt * ~ ^ par comparison } 

5 rat ion des P--^r d U native. ,eluat 
avec des essaxs faits en c . de la 

de la colonne d • ii-muno-af f inxt^t % . 

colonne de *2S. contreun a»pon *JT ^ ^ 

B-«ercaptoethanol, 0,04 1 «. °; ^ 70 £ois) , 

10 d-electrophorese en ^^^^ est concentree 

Apr ,s dessalage, la vide et les proteines : : 

A) Ma u l 1 m ^" ^g MJtio „ da pntti. purifie. 

Des echantillons d'un. preparation P 

ob tenu. c- il est d.crit ^ SO> " 

41 ectrop,.=r... en ,el f-*-^'^ protein., sont d«ec- 

20 Apres * 1 ^™ 0 1 r ^ r . b :n«s.i U . co-e 1-* 

tee. P« tr»ite».nt au chlorur. P , :Jil , ■ _> 

d .crit Bar^n et Joemvall (Eur. d J poid3 BOl ,- 

,. l2 , et le. wnae. observe.. c=rrespo„*an t . P ^ 
^ d. ,0 son, -"^ concen . 

25 electxo-eluees de ces frao^nts ^^.^ du £aM i- 
nwc El.ctrophor.tiqu. selon les reco 

^t (I SC0 , Uncoln. —-LT'x s ,1^. de pro- 

teines r«uperee. "-.^-^.SS bovine serine 
30 solution de concentration „. appr o,ciBa- 

,BSA) par coloration .» Bleu «™»^ a .icroor^-es 
tivenent 30 jnicrograiono. de proteines 30 KD 

- ^T^-sont con~ntr*e. 

na te d'ammoniuia, P H 8. Digesr chrispeels 

*. „*faft!iees connne le decrivent 
HPLC sont effectuees com -„ q ,_ 134 o3). Rapidement, la 

( jour. Biol. Chea. (1987) 262, "392 13403). 
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digestion est effectuee par 1' addition de trypsine, et une 
incubation de deux heures a 37 *c. La digestion est ensuite 
rSp^tfe. Les proteines sont concentrees par lyophilisation et 
remises en suspension dans un tampon de 50 mM de phosphate de 
5 soudium, pH 2,2. Ce melange est soumis a une chromatographic 
phase inverse HPLC par application sur une colonne C18. L'Slu- 
tion est effectuee en utilisant un gradient croissant d'acdto- 
nitrile. L'elut ion realises par le melange tampon de 
phosphate/gradient acetonitrile est suivie spectrophotometri- 
10 quement k 214 nm. Les fractions correspondant aux pics 

d 1 absorption a 214 ran sont recueillies, lyophilis«*es, remises 
en suspension dans da 1'acide trif luorqacetique h 0,1 %, 
appliquees h nouveau a la colonne C18, et 61uees en utilisant 
un gradient d' acetonitrile. L'dlution realises par le melange 
15 acide trifluoroacetigue/ gradient acetonitrile est suivie 

spectrophotometriquement a 214 nm. Les fractions correspondant 
aux pics d^bsorption a 214 nm sont recueillies, lyophllisees, 
et soumises a une degradation de proteines de type Edman au 
moyen d'un sequenceur automatique de proteines (Applied Bio- 
20 systems ; Foster City, California) . Des sequences de 5 pepti- 
des sont obtenues. (Voir figure 3). 

B) Isolation d'ARN de feuilles de maia 

Des feuilles entieres et completement developpees sont 

25 cueillies sur des plants vegetatifs d'hybride 3184 de mais 
Pioneer de deux pieds de haut (60,96 cm). Les feuilles sont 
cueillies- tard dans la matinee, congelees dans un bain d 1 azote 
liquide, et gardees a -70*C. L'ARN total est isole selon la 
mdthode de Turpen et Griffith (Biotechniques (1986) 4, 11-15). 

30 Brievement, 250 g de materiel sont homogeneises dans 4 M de 
thiocyanate de guanidine et 2 % de sarcosyl. Le melange est 
ensuite, centrifuge et le surnageant appeld Lysat clair est 
depose sur un coussin de 5,7 M CsCl et centrifuge pendant 
5,5 heures a 50*000 tr/min. Le culot d'ARN est dissous dans 
35 I'eau, extrait avec du phenol et du chloroforme, et precipite 
avec de l'ethanol. Le culot resultant est remis en suspension 
dans l'eau. Le rendement final de l'isolation d'ARN est quan- 
tifie par spectrophotometrie UV. Une suspension saturee de 
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, • /-•«, est ajoutee au melange ARN/eau, a 10 % 

du volume total, po CO ntenant l'ARN. est appli- 

es centrxfugatxon, le s ^ d , crit dans 

** 4 — rr (Molecular Cloning, A. Laboratory Manual, 
5 Maniatis et al. (Moie M-M _ YorW . La fraction contenant 

(l982) cold sprin, » nou v..u > ia — . 

fraction el«« ^^'^cl. Methanol, 
phenol et l'ARN est precipite avec ae^ 

10 C) i^s£fflct^n_et_^ les rec0 mmanda^ 

- synthese de 1 ADKc est RiboClone TM cDNA par 

tions du fabricant (Systems a y nicro grammes 
ProB ega, Madison, Wi = ) -™ pt J inverse M ^v 

d'ARN poly(A) comme matrice la transC ripta3e 

15 (BRL J Bethesda, Maryland est — ^ sont 

inverse AMV. Des oligonucleotides ad P r6sultanta 

„ £ — = — 

(PGR) , un fraament de 1200 p» £MUle „ e 

25 1st ,e„*re. ^ 0 i^otides 

r*,, syntWtx.es sont utiliS e, amorce. 

aM d- proteines 30 M. " ; (rtg . 4). 

C ssrie. — «— d , aDOrc .s, oui .St CM, 

30 ^utilisation d. 1» Mrle "!!!^° action pcr. La reaction de 
rdsulte en un fragment ere. P" „„ rts ult. pas .» 

„ utilisant 1-autre s*r« d agrees ^ ^ ^ 

• „ synthase d-un '"^J^;^ du fabricant (Gene**** 

effects. ..l=n 1" IS "T^Z wT^e^l Cyder of 
35 DHA Ampliation ^^.pt* la taction oui 

W Mtu. 1 ""a™* 1 *' MM *°' ' les ^ upM de rehyorida- 
«t poursuivie pendant » Binute . vanaiyse 

tion oui sont eff ectuees a 50 C pend 
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Southern confirme que la bande de PGR n'est pas un artefact, 
comma ddmontre sur la figure 5. La sonde 4K5 est utilisee car 
la sequence correspondant a cette sonde est supposee etre dans 
le fragment de 1200 pb si ce fragment correspond a la sequence 
5 SPS. La sonde hybride a la bande 1200 pb gdneree par PGR en 
utilisant. la s^rie d' amorces DC3 mais non aux produits PGR 
generis en utilisant la s^rie d f amorces CD4. (Fig* 5). 

Le fragment 1200 pb gener£ par PGR est marqu£ avec 32 P 
[ 32 P»phosphore radioactif] (suivant le Random Primed DNA 
10 Labeling Kit, Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) et 
utilise comme sonde pour trier approximativement 250.000 
plaques d'une banque d'ADNc. Les insertions de clones positifs 
sont analysees par analyse de restriction avec Eco Rl . et les 
clones possedant les plus longues insertions SPS #3 et SPS#18, 
15 sont choisis pour une analyse plus poussee. (Fig. 6). Un frag- 
ment de 400 pb Hindlll/ EcoR I de la partie terminale 5 1 du 
SPS #3 est isol6, puis marqud avec 32 P par marquage au hasard 
(Random Primed DNA Labeling Kit) et utilise comme sonde pour 
retrier la banque. Un nouveau clone, appele SPS#61, qui 
20 remonte beaucoup plus loin en amont que le SPS#3, est isole. 
(Fig. 6). 

Pour isoler les clones d'ADNc qui comprennent davantage 
de region 5* que le SPS S3 ou le SPS#61, une nouvelle banque 
d'ADNc est preparee (suivant le RiboClone™ cDNA Synthesis 

25 System by Promega ; Madison, Wisconsin) utilisant la trans- 
criptase inverse M-MLV au lieu de la transcriptase inverse 
AMV. Cependant, au lieu d'utiliser l'oligo (dT) comme amorce, 
une amorce Ksynthetique, 23 B, synth6tisee a partir de la 
sequence 5* du clone SPSI61, est utilisee. Ceci results en 

30 l'ob tent ion d'ADNc qui contiennent seulement les regions en 
amont de la region 5 f du SPS#61. La banque est triee en utili- 
, sant comme -sonde le fragment Eco RI de SPS#61 marquee au 32 P, 
et 16 plaques sont positives en hybridation. Les clones avec 
les insertions les plus longues, SPS#77 et SPS #90, sont 

35 choisis pour une analyse plus poussee. L'dtude de la sequence 
des ADN de SPS#77 et SPS#90 moritre que la region de recouvre- 
ment (de taille sup6rieure a 100 pb) avec SPS#6l est identi- 
que, et que tous les deux remontent plus haut en amont dans la 
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r6 gion 5- . (Fig- «> " isant un adnc simple brin 

■X, PCR effectuee en inverse sur l'ARNm 

(ob tenue par reaction de 1%anoxce bic atenair* 

« utilisant un oligo («) P natrice et des 

screes choisies ^ ^ w# f vUBMBt de la transcription du 
confident que SPS#90 et SPS#3 ^ pcR de 

Btoe U». «-* a vec la taille attendue par 

750 pb de longueur, C °»P^ ce fragfflent de 750 pb est sous- 

10 retude de la -^^^ Bluescri pt sous for»e 

clone dans un vecteur deriv sous _ clones rtaulta nts ont 
fragment atf/Binn*- Q« a « e e obtenue e st identi- 

^tbede d. Sanger ^ P» » c=nn.is=»n=. a» 

pbaae da Motor, d. la SB a ptemi ars codbns Mthio- 

ni „. act plac" a- X*TL X™* «— — « Mary °" 
ttqua d. d*»rra,,a d. traductio < ^ (pb 

292) at .at plac* » *» " ^ d . ra le cMna SPS.3. > 

25 „,. on arrat «' d ° rtlC " m ^ 0 ^ d .„»,c, obtanu lors 

initial da 1. ban^e d »0K I itioB 160 3. Da cm 
„. pr*»»« P»a « =don d-«rr.t » ^ r(Sali3ar la 

f ,it 1. rdgion pb M03 du SPStls «t ^ 

,„ conatrueti-n xinaia * U prapa- 

* - -ri£ r^b ^« » 

• n:'^"^^ at la — t d. Pb 
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1'ADNC (Fig. 7) . " 

£XBB£&£-2. : Detection de Polypeptides SPS par Antisera 
Speoifiques 

Des echantillons de preparations de proteines purif iees 
5 obtenus par la methods decrite precedeminent sont soumis a 
l f 61ectrophorese en gel d'acrylamide SDS. Les proteines du gel 
d'acylamides sont fix6es et r£v£16es par coloration, Les 
bandes correspondant aux polypeptides 90 kD et 30 kD sont 
excisees, broyees et injectees dans des lapins. L' analyse 

10 Western (comme decrite par Oberf elder, Focus (1989) 11 (i) : 
1-5) montre que les anticorps Isolds & partir du sSrum du 
lapin injects avec le peptide SPS 30 reconnaissent les bandes 
correspondant aux peptides SPS 30 et SPS 120 sur du gel 
d'acrylamide SDS • Les anticorps Isolds a partir du serum du 

15 lapin injecte avec le peptide SPS 90 reconnaissent les bandes 
correspondant aux polypeptides SPS 90 et SPS 120. 
(Fig. 8). 

Localisation Immunol oaioue de SPS dans la plante de mais 

Les proteines totales sont extraites de feuilles d'une 
20 plante de mais de 30 jours, cue il lies a 11 heures du matin, en 
les portant a ebullition dans un tampon SDS. Les extra its de 
proteines sont ddposds sur des gels d 1 acrylamide SDS, en deux 
repliques. Un gel est colore au Bleu de Coomassie, alors que 
1' autre est soumis a 1* analyse Western, en utilisant un 

25 melange d' antisera anti SPS30 et anti SPS90 comme sonde. (Fig. 
9) . Les bandes les plus intenses apparaissant sur le gel 
colore au-Bleu de Coomassie sont identifiees comme etant la 
phospho^hblpyruvate carboxylase (PEPcase) , une enzyme inter- 
venant dans la photosyn these . La tache Western met en evidence 

30 la presence de la SPS. Le profil d 1 apparition des proteines 
SPS est tres semblable au profil d 1 apparition des proteines 
PEPcase pas present dans les racines, et pas presfent dans la 
section de feuille le plus pres de la tige, ni dans les 
feuilles tres jeunes. Ce profil correspond h l 1 expression de 

35 proteines associees a la photosynthese, et est le diagramme 
attendu pour la SPS. 

EXEMPLE 3 : Construction de vecteurs d v expression 
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« a * nn r^ f ° me Hp relevej^ 2 

rnnjtP^^ n d nn - SY5 ; 

csffi»ls^ * est digere avec HindlH et lie 

0 „ done olone SP s,61 Pour order un 

au frag>»nt de 705 pb HiadUI aa la codant 

5 nlasnide contenant la region ^ at 

P our la SPS. I* PI—* ^uXtLt - un fragaent d. 

digere parti.lle.ent avec SuHIH* » . ^ tetBinala a . la 
13 ,0 pb Ja^/BindHI la ' codant pour la SPS 

SPS . La region 3- "f^^^ de 686 pb Hiadin <po.i- 
„ est obtenue . ^ ^ ac la f r.g.ent d. 646 pb 

tions 1340-2036, du clone SPS#3 ^ u 

tt*n - srS,1B (POU ! *° a ^e record, par digestion EsaW , 
region 3- terainale est ensuite * ^ en m tmpmKt 1172 

« digestion partiell. ' II/Esa ji, portant la region 

codant pour la SPS, soit 340«. P»-^ ^ ^ ^ - Tin -",l"-> de la 



xiB 0 S s iI l^i— aS 0 ftrsPS^eu7«rrclon«. d'une 

„ region codant poor » sfS / CP* 106 - 

" — rlsette ^.^^ * "J" ' 
peut etre preparee comme suit. dfun £ragment 

sortie du PCGN627 (decrit plus o i 

digere par 

et f rHuttant en » cassette 

contenant le prom restriction. 
ftfag »ent d-ADN portant *~ **~ * codant pour la SPS dans 
Apr6 s ligation du ragment d A DN ssu/sps/tml3 . peut 

la cassette promoteur SSU/t»13 , la 9 ^ g . nome 

35 etre li*e dans un ^^^ZrUm -e.aciens. 
de plante par transformation via Agr 
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Le' fragment 3,4 Kb ZcoRI du TSSU3-8 (O'Neal e£ al. . 
Nucleic Acids Res (1987) 15 ; 9661-8677), contenant la region 
promoteur de la petite sous-unite de la ribulose 1,5-bisphos- 
phate carboxylase, est clone dans le site EcoR I du M13mpl8 
5 (Yanisch-Perron e£ al.. Gene (1985) £2 : 103-119) pour pro- 
duire un clone Ml 3 8B. L'ADN simple brin de ce phage M13 8B 
est utilise comme matrice pour prolonger 1' amorce d* oligonu- 
cleotide "Probe l w dont la structure est definie.dans 1 'arti- 
cle de O'Neal (O'Neal e£ al* , Nucleic Acids Research (1987) J£ 

10 ; 8661-8677) en utilisant le fragment Klenov de l'ADN polyme- 
rase I. Les produits de cette reaction a la polymerase sont 
traites avec de la nuclease de haricot mung (Mung Bean 
Nuclease)' et ensuite digeres avec Hin dlll pour produire un 
fragment 1450 pb contenant la region promoteur SSU. Ce frag- 

15 ment est clone dans DUC18 digere par Hin dlll- Sma l (Yanisch- 
Perron e£ al«, Gene (1985) 53, : 103-119) pour produire 
PCGN625. 

pCGN625 est diger6 par l 1 enzyme de restriction Hln dlll. 
les regions terminales sont remplies avec le fragment Klenov 
20 de l'ADN polymerase I et le plasmide a in si obtenu est re- 
digere avec !• enzyme de restriction EcoR I . Le fragment 
Eco RI /Hindlll-rempli contenant la region promoteur SSU est lie 
par ligation au plasmide pUC18 dig^rd par Sma l/ EcoR I pour 
produire pCGN627. 
25 pCGN1431 contient le promoteur double CAMV 35S et la 

region tml 3' avec un site de clonage multiple entre eux. 
Cette cassette promoteur/terminateur est contenue dans un 
vecteur derive de pUC qui contient un gene de resistance au 
chloramphenicol au lieu du gene de resistance a 1 'ampicilline. 
30 La cassette est bordee de sites multiples de restriction pour 
etre d 'utilisation aisee. 
A) Construction de PCGN986 ' 

pCGN986 contient le promoteur 35S du virus de la raosaique 
de choux fleur (CaMV35) et une region tml-3' du T-DNA avec des 
35 sites multiples de restriction entre eux. Le plasmide pCGN986 
est derive d'une autre cassette, pCGN206, contenant le promo- 
teur de CaMV35S et une region 3' differente, la region 3* 
terminal e VI de la region CaMV. Le promoteur de CaMV35S est 
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, ™ dM» fragsent UBI <P» "44-7734, (Gardner si 
clone sous .tat- d un « 9- 2871 _, a88 , dans un sue 

Bincxi d. M13.p7 <m « £,;,;^a77^Y» *° «- , 
,0,-32!) pour creer c 14^ ^ K ; 

5 triction EEfiM du C614 pro „ st riction d. 

pr o«t.ur 35S qui est clone dans un ^ 
pOCS (Vlelra at Messing. SSDS (»«) » 

„ psrJLt un. „ -pl^ide *™» - 

region 3', est P«E»« P« a « jaaHi-BSlII du 

figlXt et inaertion du ^^f^xj d u P CGN528 

peo.147. c. fragment eSt .. °"* Bam ,oit prooh. du gen. d. 
en faisant en sort, que le site B£U 

15 KanMtfcin. du P~» 5 "- cette construction d. 

I* »«*»ur navett. utilisd »° 0lJtena par 

^28, est realise C suit • P«KS ' ^ ^ 

digestion d.un Placid. =o— ^ ^ P Mai ^ 

distance » 1. "^f"^ ^"-^ " - iMerti ° n i 
20 SSD9SV <«"' 1H ! S5) - * 1. ota. de resistance a J> 

« «ag~nt .Undxn-S^I »^^ I 9 du geM de rt .ist.nc 
^^ine <ta» lee sit« BiBdlH^ Ii _ assS e I i S l. 
4 ia tetracycline de P*«C184 Chan, ^ 

25 rraglt V 19 du pTi* ^ ^ ^ 

BOdifi* avec de. * j^ 528 ^ obtenu en 

dans 1. sit. M»X nouvell. ligation. 

^^t 1. Petit «.gm.nt ^Isui ^ 

M pl.s.id. PCOH149. " T";^ a ia mrr 
30 8MB du OH**""" P««* " J" est un v«teur 

cin. dans 1. 1*. -^-^^ '..sin,. ^ (»»> ^ 
derive du pl«~d. p 0 C4X (Vlei rMtrioti on Sal 

259 - 26B) augu.1 11 K^cin. de *n903 per- 

contient 1. dan, *grob.=teriu». CM, 
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Tn903. pCGN565 et pCGN169 sont tous deux digeres avec Hindlll 
et £g£I et religues pour former pCGN203, un plasmide contenant 
le promoteur de CaMV 35S et une partie de la region 5 J termi- 
nale du gene de Kanamycine Tn5 (jusqu*au site Pst I) (Jorgensen 
5 e£ al., Mol.Gen. Genet . (1979) 177 : 65). Une region regula- 
trice 3' est ajoutee au pCGN203 h partir du plasmide pCGN204 
(un fragment Eco RI de CaMV (pb 408-6105) contenant la region 
3' terminale VI clonee dans pUC18 (Gardner Nucl.Acids 
Res . (1981) 2 : 2871-2888) par digestion avec Hirudin et Pst I 
10 et ligation. La cassette resultante, pCGN206, est le plasmide 
de base pour la construction du pCGN986. 

Les sequences tml 3 1 du T-DNA de pTiA6 sont sous-clonees 
& partir du fragment laisHI19 du T-DNA (Thomashow fit al. , Cell, 
(1980) la : 729-739) sous forme d'un fragment BamH I - EcoR I 
15 (nucleotides 9062 a 12823, suivant la numerotation de Barker 
(Barker efc ^1., Plant Mo. Biol . (1983) 2 : 335-350) . Cette 
sequence est combinee avec I'origine de replication de 
pACYC184 (fragment Eco RI- Hin dll) (Cliang and Cohen, J.Bacte- 
rial. (1978) 134 : 1141-1156) et un marqueur de resistance & 
20 la gentamycine du plasmide pLB41, (fragment BamH I - Hin dll) (D. 
Figurski) pour produire pCGN417. 

Le site unique Sma l du pCGN417 (nucleotide 11207 du 
fragment BamH I 19) est change en un site Sac I en utilisant des 
adaptateurs et le fragment BamH I- Sac I est sous-clone dans 
25 pCGN565 pour donner pCGN971. Le site BamHI du pCGN971 est 

change en un site Eco RI en utilisant des adaptateurs pour pro- 
duire pCGN$71E. Le fragment EcoR I -Sac I du plasmide pCGN971E, 
contenant la region regulatrice tml 3 V est joint au plasmide 
pCGN206 aprds digestion par EcoR I et Sac I pour donner pCGN975. 
30 La petite partie du gene de resistance k la Kanamycine Tn5 est 
enlevee de la region terminale 3' du promoteur de CaMV 35S par 
digestion avec Sail et Bcrl ll; en rendant f ranches les extre- 
mites et en ajoutant des adaptateurs Sai l. La cassette finale 
d 1 expression pCGN986 contient le promoteur du CaMV 35s suivi 
35 de deux sites Sail, d'un site Xba l. BamH I. Sma l, Kpn l et de la 
region tml 3' (nucleotides 11207-9023 du T^DNA) . 
B) Construction de PCGN164 

Le fragment Alu l du CaMV (pb 7144-7735) (Gardner et al. , 
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* ■* p. s (1981) 9 : 2871-2888) est obteriu par digestion 
H «fr*?« a (19 V- , e gite ^11 du M13BP7 (Vieira et 

T: 9-8,^ creer C614. One diges- ? 

MOS P r "LU de restriction produit le } 

tion de C614 par enzya Ce fragaent est > 

5 r^T^TSS - P- (Vie-a and Hessing, ^ 

done dans le sit £c_ ^ 16gerei aent la region 

pour produce P ^ ^ ^ ^ 

pro»oteur, le sit* (P^ ^ au DNA 

Tl. paT^l PC- Trcduire P CCH147. P CCN147 est digere 
10 t P " 7 S I e t le fragment resultant upx-fld* untenant 

Tpr^rest «s« - - ™ r^r r6 

pI/^RI et fltf (Vieira and Messing, ««. P« creer 
pCGN164 . 

! .1 \m. region proofur 35S (pb 6493-7670) qu* est lie. 

contenant une region y (1983) 
dans le site fia^HI du P UC19 (Norrander fit al- , Sens d 
20 31 : 101-106) pour creer pCGN638. 

(pb 7340 7433 j. * Hlndlll-SSaRV contenant une 

25 IS2RV pour liberer un irag 649 3-7340) . Ces deux 

rflfferente du promoteur 35S (pb 6493 7J*uj 

30 contient 1. squelett. d U plasmid. et la r*,ion 

-ri' et^£ ~ «" 

^ MS (pb 7070-73.0). L. «* 
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Numero d 1 Accession 40587 . 
E) Construction de n^H 7 ^ 

PCGN2113 est digere par 1' enzyme de restriction Esqri e t 
le plasmide est lie en presence d'un adapteur synthetigue 
5 contenant un site 2£bal et un site £§qHI (1 'adapteur contenait 
les extremites cohesives ££oRl de chaque cdtd, mais les bases 
adjacentes sont telles qu'un site £goRI n»est pas reconstruit '% 
h cet emplacement) pour produire pCGN2113M. pCGN2113M est 
digere total ement par §i£l et ensuite assujetti a une diges- 
10 tion partielle par SamHI. Cat AON est ensuite trait6 avec 
1 'AON polymerase de T4 pour creer des extrdmit^s f ranches et 
un adaptateur IcoRI est li<& dans le plasmide a extreraites 
f ranches. Apres transformation un clone portant un plasmide 
ayant un site EsoRI entre le promoteur et la region intacte 
15 tml-3 1 est choisi et d6signd pCGN1761. 
F) Construct ion de nCGNid-n 

Lei fragment Sail-ScgRI de pCGN2113, qui contient la 
cassette complete promoteur site multiple de restriction - 
tml 3» est recupere par digestion SalI-£££RI et clone dans le 
20 plasmide pCGN565 digdrt par Sail-flsiaRl pour cr£er pCGN2120. Le 
plasmide pCGN565 est un vecteur de clonage base sur un vecteur 
pUC8-Cm portant le gene de resistance au chloramphenicol 
{K.Buckley, Ph.D. Thesis, UC San Diego 1985), mais contenant le 
multi-site de restriction du pUC18 (Yanisch-Perron et al., 
25 Gfina (1985) 52 : 103-119). pCGN2120 est digere totalement avec 
: £1 et ensuite lid a nouveau. Un clone ayant elimine seule- 
ment le fragment Pstl-Pstl de 858 pb (9207-10065, Barker et 
al. , 1583 ssiEca) de la region tml 3' est appele pCGN1431. 
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ngu re , = fences de, peptil deriv«esde X, proteins SPS. 
£Ties peptides sont orient*. H->C tergal. 

. dee oligonucleotide utilises pour les 

* VcTcTet CM en relation avec les peptides (les 
5 reactions PCR CD3 et CD4 en fieches 

t-; n^rrr::". 

15 nucl^otique 4K5. 

de restriction de l'MBc codant pour la SPS. 
Figure 6 = carte de restri ^ restriction du 

La p«*i. superieure represent, la carte ^ 

«— ' ^t TstcC dr^^ents clones a,ant 

„ rieures "'"^J^f™^ » cette carte de restriction , 
LTc^s drd™ de .in de traduction sent indi^as. 

indiU sous 1. sacu-nc. 

30 tion et du sequencage de la SPS (pep 
indiquees dans la sequence. ^ 

P tg ure . , caract«is.tion •« * -"^J^r i^. 

" - "ttrJLl ^ SPS 30 p-. - — 

35 SPS 30 de lapin i AS** - serum i»» 

non immun, SPS 90 de lapin ; 

AS* - serum immunise anti SPS 90. 

Marqueurs de poids moleculaire a gauche, 

FEUILLE DE REMPLACEMEMT 



WO92/01782 PCT/FR9I/00593 

37 

S =» SPS120kd polypeptide ; s* » SPS 90kd polypeptide ; s** = 
SPS 30kd polypeptide. 

Figure 9 A : gel de protdines totales isolees d'une plante de 
5 mais de 30 jours, colore au Bleu de Coomassie. 
M =* marqueur de taille ; R = racines ; 1-8 nombre de 
feuilles en comptant a partir du pied de la plante. La feuille 
5 a dtd coupde en 5 segments a partir du bout de la feuille 
(5a) jusqu'i l^xtrtmita de la gaine (5e). PEP =» carboxylase 
10 phosphoenolpyruvate. 

Figure 9 B : montre les r^sultats d'une analyse Western utili- 
sant un melange de sera anti-SPS 30 et anti-SPS 90 dirige 
contre les proteines totales isoldes d'une plante de mais de 
15 30 jours. Le signal correspondant a la SPS apparait au niveau 
120-140kd. 
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„ „, protdinas ayant Lactivitd da xa- saccnarosa 

5 err r^='^ - x — - » ia , 

5, Las protain^ salon 1 una 9? ^ ^ & „„ sa 

10 p r acada»«B da polds »=laculair. da 1= ^ ^ 

. „ + ,„t sous forme de monomere, dimere ou u 
presentant sous torn. De ptide dont la sequence en 

leurs derives ayant au moins un peptide 
acides amines est la suivante : 

TnvTrpIleI»y s 
15 TyrValValGluLeuAlaArg 

serMetProProIleTrpAlaGluValMetArg 
LuArgProAspGlnAspTyrLeuMetHisIleSerHxsArg 

T^^oTZ indication . avant 1. stance en 
20 acides amines "F^^^"*. revendications 1 a 6, 

25 des indications <^ — ' " 

tration. „. i.^ttrait obtami par precipita- 

„, OT anrichlt an prrtain. svs 1 "** solubilisa- 
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g) purifie la SPS obtenue au moyen des anticorps ainsi 
prepares. 

9) Procedd de preparation de la SPS de mais selon la revendi- 
catlon 8, caracterise en ce que : 
5a) on fait un extrait a partir de parties de plantes de mais 
conservees & basse temperature par broyage, centrifugation et 
filtration. 

b) on enrichit en prot6ine I 1 extrait obtenu par precipitation 
dans le polydthyleneglycol , centrifugation et solubilisation 

10 du precipitd obtenu dans une solution tampon. 

c) on purifie la proteine SPS ainsi obtenu par chromatographic 
d'dchange d' anion basse press ion, puis par chromatographic sur 
heparine Sdpharose, puis par chroma tographie d'£change d 1 anion 
haute press ion. 

15 d) on purifie les fractions actives par passage sur 2 colohnes 
de chromatographie haute press ion, et, si desire, 
e) on prepare des hybridomes et des anticorps monoclonaux h 
partir d'une solution antigen ique obtenue a partir d'une 
preparation a) , b) , c) . 

20 f) crible les hybridomes et sdlectionne les anticorps dirigds 
specif iguement contre la SPS. 

g) purifie la SPS obtenue precedemment au moyen des anticorps 
ainsi prepares. 

10) Lignees cellulaires d' hybridomes obtenus selon la revendi- 
25 cation 8 ou 9. 

11) Lignees cellulaires d' hybridomes selon la revendication 
10, d6signes par : 

SPA2-2-3 SPB3-2-19 
SPA2-2-22 SPB5-2-10 
30 SPA2-2-25 SPB5-4-2 

SPB13-1-7 

SPB13-2-2 

12) Anticorps monoclonaux diriges specif iguement conrre les 
proteines definies selon I'une guelconque des revendications 1 

35 4 7. 

13) Anticorps selon la revendication 12 dirigds specif iguement 
contre la SPS de mais. 

14) Precede de preparation des proteines selon 1'une quel- 
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SPS 9Q kd PEPTIDES 

A8 ThrTrpIleLys 

B4 TyrValValGluLeuAlaArg 

Bll serMetProProIleTrpAlaGluValMetArg 

SPS 30 kd PEPTIDES 

4K LeuArgProAspGlnAspTyrLeuMetHisIleSerHisArg 
12N TrpSerHisAspGlyAlaArg 
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SPS cDNA sequence 
EcoRI 

1 GAATTCC6GCGTG6GC6CTGGGCTAGTGCTCCC6CAGC6A6CGATCTGAGAGAACGGTAGAGTTCC6GC 69 



BanHI 

METAL aG LyAsnG LuTrpI LeAsnG Ly 



70 CGGGCGCGCGGGAGAGGAGGAGGGTCGGGCGGGGAGGATCCGATGGCCGGGAACGAGTGGATW 138 



106 

Kpnl 

139 TACCTGGAGGCGATCCTCGACAGCCACACCTCGTCGCGGGGTGCCGGCGGCGGCGGCGGCGGGGGGGAC 207 
TyrLeuGluAlalleLeuAspSerHisThrSerSerArgGLyAlaGlyGlyGLyGlyGlyGlyGLyAsp 

142 

208 CCCAGGTCGCCGACGAAGGCGGCGAGCCCCCGCGGCGCGCACATGAACTTCAACCCCTCGCACTACTTC 276 
ProArgSerProThrLysALaALaSerProArgGLyALaHisMETAsnPheAsnProSerHisTyrPhe 

Sail 

277 GTCGAGGAGGTGGTCAAGGGCGTCGACGAGAGCGACCTCCACCGGACGTGGATCAAGGTCGTCGCCACC 345 
VaLGLuGLuVaLVaLLysGlyVaLAspGLuSerAspLeuHisArqThrTrplLeLy$VaLVa LALaTnr 

299 A8 

Xhol 

346 CGCAACGCCCGCGAGCGCAGCACCAGGCTCGAGAACATGTGCTGGCGGATCTGGCACCTCGCGCGCAAG 414 
ArgAsnALaArgGluArgSerThrArgLeuGLuAsnMETCysTrpArglLeTrpHisLeuALaArgLys 

415 AAGAAGCAGCTGGAGCTGGAGGGCATCCAGAGAATCTCGGCAAGAAGGAAGGAACAGGAGCAGGTGCGT 483 



LysLysG LnLeuG LuLeuG LuG lylleG LnArgI LeSerA LaArg ArgLysG LuG InG LuG LnVa LArg 

CGTGAGGCGACGGAGGACCTGGCCGAGGATCTGTCAGAAGGCGAGAAGGGAGACACCATCGGCGAGCTT 
ArgGLuALaThrGLuAspLeuALaGLuAspLeuSerGLuGLyGLuLysGlyAspThrlleGLyGLuLeu 



553 GCGCCGGTTGAGACGACCAAGAAGAAGTTCCAGAGGAACTTCTCTGACCTTACCGTCTGGTCTGACGAC 621 
AlaProVaLGluThrThrLysLysLysPheGLnArgAsnPheSerAspLeuThrVaLTrpSerAspAsp 

Hindlll 

622 AATAAGGAGAAGAAGCTTTACATTGTGCTCATCAGCGTGCATGGTCTTGTTCGTGGAGAAAACATGGAA 690 
AsnLysG LuLysLysLeuTy rl LeVa LLeuI LeSerVa LHi SGLyLeuVa LArgG LyG LuAsnMETG Lu 
635 

691 CTAGGTCGTGATTCTGATACAGGTGGCCAGGTGAAATATGTGGTCGAACTTGCAAGAGCGATGTCAATG 759 

LtiuCL / ArgA:p5cr^pThr^ l y c 'y fil "» al| y cT Y^ fll ^ LGLuLeuAlaArqAlaMETSer ^ 

B4 

760 ATGCCTGGAGTGTACAGGGTGGACCTCTTCACTCGTCAAGTGTCATCTCCTGACGTGGACTGGAGCTAC 828 
METProG LyVa LTy r ArgVa LAspLeuPheThrArgG LnVa LSerSerProAspVa LAspTrpSe rTy r 
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829 GGTGAGCCAACCGAGATGTTATGCGCCGGTTCCAATGAT6GAGA6GGGAT6GGT6AGAGTGGCGGAGCC 897 
GlyG LuProThrG LuMETLeuCysA LaG LySerAsnAspG lyG LuG LyMETG lyG luSerG LyG lyA La 

898 TACATTGTGCGCATACCGTGTGGGCCGCGGGATAAATACCTCAAGAAGGAAGCGTTGTGGCCTTACCTC 966 
TyrlleVaLArglLeProCysGlyProArgAspLysTyrLeuLysLysGLuAlaLeuTrpProTyrLeu 

967 CAAGAGTTTGTCGATGGAGCCCTTGCGCATATCCTGAACATGTCCAAGGCTCTGGGAGAGCAGGTTGGA 1035 
G LnG LuPheVa UspG LyA LaLeuALaHi si LeLeuAsnMETSerLysA LaLeuG LyG LuG LnVa LG Ly 

1036 AATGGGAGGCCAGTACTGCCTTACGTGATACATGGGCACTATGCCGATGCTGGAGATGTTGCTGCTCTC 1104 
AsnGlyArgProVa LLeuProTy rVa LI LeHi sG LyHi sTy rA LaAspA LaG LyAspVa LA LaA LaLeu 

1105 CTTTCTGGTGCGCTGAATGTGCCAATGGTGCTCACTGGCCACTCACTTGGGAGGAACAAGCTGGAACAA 1173 
LeuSerGLyALaLeuAsnVaLProMETVaLLeuThrGLyHisSerLeuGLyApgAsnLysLeuG LuGLn 

1174 CTGCTGAAGCAAGGGCGCATGTCCAAGGAGGAGATCGATTCGACATACAAGATCATGAGGCGTATCGAG 1242 
LeuLeuLysGLnGLyArgMETSerLysGLuGLulLeAspSerThpTyrLysILeMETArgArglLeGLu 

1243 GGTGAGGAGCTGGCCCTGGATGCGTCAGAGCTTGTAATCACGAGCACAAGGCAGGAGATTGATGAGCAG 1311 
GlyG LuGLuLeuALaLeuAspALaSerGLuLeuVa II LeThrSerThrArgG LnG Lul LeAspG LuG Ln 

Hindi I I 

1312 TGGGGATTGTACGATGGATTTGATGTCAAGCTTGAGAAAGTGCTGAGGGCACGGGCGAGGCGCGGGGTT 1380 
TrpGLy LeuTyr AspG LyPheAspVa LLysLeuG LuLysVa LLeuArgA LaArgA LaArgArgG Ly Va L 

1340 

Ncol 

1381 AGCTGCCATGGTCGTTACATGCCTAGGATGGTGGTGATTCCTCCGGGAATGGATTTCAGCAATGTTGTA 1449 
SerCysHi sG LyArgTy rMETProArgMETVa I Va LI LeProProG LyMETAspPheSerAsnVa LVa I 
1387 

1450 GTTCATGAAGACATTGATGGGGATGGTGACGTCAAAGATGATATCGTTGGTTTGGAGGGTGCCTCACCC 1518 
VaLHisG LuAspI LeAspG LyAspG LyAspVa LLysAspAspI LeVa LG LyLeuG LuG LyA LaSerPro 

1519 AAGTCAATGCCCCCAATTTGGGCCGAAGTGATGCGGTTCCTGACCAACCCTCACAAGCC6ATGATCCTG 1587 
Ly sSerWETProPrQlLeTrpALaGLuVaLMETAra PheLeuThrAsnProHisLysProHETI Leteu 

B11 

1588 GCGTTATCAAGACCAGACCCGAAGAAGAACATCACTACCCTCGTCAAAGCGTTTGGAGAGTGTCGTCCA 1656 
ALaLeuSer ArgProAspProLysLysAsnl LeThrThrLeuVa LLysA LaPheG LyG LuCysArgPro 

1657 CTCAGGGAACTTGCAAACCTTACTCTGATCATGGGTAACAGAGATGACATCGACGACATGTCTGCTGGC 1725 
LeuArgGLuLeuALaAsnLeuThrLeuIleMETGLyAsnArgAspAspILeAspAspMETSerAlaGly 

1726 AATGCCAGTGTCCTCACCACAGTTCTGAAGCTGATTGACAAGTATGATCTGTACGGAAGCGTGGCGTTC 1794 
AsnALaSerVaLLeuThrThrVaLLeuLysLeuILeAspLysTyrAspLeuTyrGLySerVaLALaPhe 

Bglll 

1795 CCTAAGCATCACAATCAGGCTGACGTCCCGGAGATCTATCGCCTCGCGGCCAAAATGAAGGGCGTCTTC 1863 
ProLysHi sHi sAsnG LnALaAspVa LProG Lul LeTyrArgLeuALaA LaLysMETLysG LyVa LPhe 

1827 

1864 ATCAACCCTGCTCTCGTTGAGCCGTTTGGTCTCACCCTGATCGAGGCTGCGGCACACGGACTCCCGATA 1932 
I LeAsnProALaLeuVaLG LuProPheG LyLeuThrLeuI LeG LuA LaA LaA LaHi sG LyLeuProI Le 
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Sail 

• 1933 GTCGCTACCAAGAATGGTGGTCCGGTCGACATTACAAATGCATTAAACM 2001 
VaLALaThrLysAsnGLyGlyProVaLAspIleThrAsnALaLeuAsnAsnGLyLeuLeuValAspPro 

1958 

Hindlll 

2002 CACGACCAGAACGCCATCGCTGATGCACTGCTGAAGCTTGTGGCAGACAAGAACCTGTGGCAGGAATGC 2070 
Hi sAspG InAsnA Lai LeA LaAspA LaLeuLeuLy sLeuVa LA LaAspLysAsnLeuTrpGLnG LuCys 

2071 CGGAGAAACGGGCTGCGCAACATCCACCTCTACTCATGGCCGGAGCACTGCCGCACTTACCTCACCAGG 2139 
ArgArgAsnGLyLeuApgAsnlLeHisLeuTypSerTrpProGLuHisCysArgThrTyrLeuThrArg 

2140 GTGGCCGGGTGCCGGTTAAGGAACCCGAGGTGGCTGAAGGACACACCAGCAGATGCCGGA6CCGATGAG 2208 
VaLALaGlyCysArgLeuArgAsnProArgTrpLeuLysAspThrProALaAspALaGLyALaAspGLu 



Ncol 

2209 



GAGGAGTTCCTGGAGGATTCCATGGACGCTCAGGACCTGTCACTCCGTCTGTCCATCGACGGTGAGAAG 2277 
G LuG LuPheLeuG LuAspSerMETAspA LaG LnAspLeuSerLeuArgLeuSer I LeAspG LyGLuLys 

2229 

2278 AGCTCGCTGAACACTAACGATCCACTGTGGTTCGACCCCCAGGATCAAGTGCAGAAGATCATGAACAAC 2346 
SerSerLeuAsnThrAsnAspProLeuTrpPheAspProGLnAspGLnVaLGLnLyslLeHETAsnAsn 

2347 ATCAAGCAGTCGTCAGCGCTTCCTCCGTCCATGTCCTCAGTCGCAGCCGAGGGCACAGGCAGCACCATG 2415 
I LeLysG LnSerSerA LaLeuProProSerMETSerSerVa LA LaA LaG LuG LyTh rG LySerTh rMET 

2416 AACAAATACCCACTCCTGCGCCGGCGCCGGCGCTTGTTCGTCATAGCTGTGGACTGCTACCAGGACGAT 2484 
AsnLysTyrProLeuLeuArgApgArgApgArgLeuPheVaLlLeALaVaLAspCysTyrGLnAspAsp 

PstI 

2485 GGCCGTGCTAGCAAGAAGATGCTGCAGGTGATCCAGGAAGTTTTCAGAGCAGTCCGATCGGACTCCCAG 2553 
G LyArgA LaSerLysLysMETLeuG LnVaLI LeG LnG LuVa IPheArgA LaVa LArgSe r AspSerG In 

2511 

Bglll Sail PstI 

2554 ATGTTCAAGATCTCAGGGTTCACGCTGTCGACTGCCATGCCGTTGTCCGAGACACTCCAGCTTCTGCAG 2622 
METPheLyslLeSerGLyPheThrLeuSerThrALaMETProLeuSerGluThrLeuGLnLeuLeuGLn 

2562 2581 2622 

2623 CTCGGCAAGATCCCAGCGACCGACTTCGACGCCCTCATCTGTGGCAGCGGCAGCGAGGTGTACTATCCT 2691 

LeuGLyLysI LeProA laThr AspPheAspA LaLeuI LeCysG LySerG LySerG LuVa LTyrTy rPro 
2692 GGCACGGCGAACTGCATGGACGCTGAAGGAAAGCTGCGCCCAGATCAGGACTATCTGATGCACATCAGC 2760 

CLyThrAl jrt-nry-MFT^pM ^■■■ cl y l Y el ^.a ^PrnAsnSLnAspTyrl euWETHisIlgSgr 

4K 

2761 CACCGCTGGTCCCATGACGGCGCGAGGCAGACCATAGCGAAGCTCATGGGCGCTCAGGACGGTTCAGGC 2829 



HisArqT rpSerHisAspGlyALaArgGlnThrlleALaLysLeuHETGlyAlaGLnAspGlySerGLy 



12N 
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2830 6AC6CT6TCGAGCAGGACGTG6C6TCCAGTAATGCACACT6T6TC6CGTTCCTCATCAAAGACCCCCAA 2898 
AspAlaVa LGLuG InAspVa U LaSerSerAsnA LaHi s CysVa LA LaPheLeuI LeLysAspProG Ln 

2899 AAGGTGAAAACGGTCGATGAGATGAGGGAGCGGCTGAGGATGCGTGGTCTCCGCTGCCACATCAtGTAC 2967 
LysVa LLysThrVa LAspG LuHETArgG LuArgLeuArgHETArgG LyLeuArgCysHi si LeHETTyr 

PstI 

2968 TGCAGGAACTCGACAAGGCTTCAGGTTGTCCCTCTGCTAGCATCAAGGTCACAGGCACTCAGGTATCTT 3036 
CysArgAsnSerTh r ArgLeuG InValVa IProLeuLeuA laSer ArgSer G InAlaLeuArgTyrLeu 
2972 

Xbal 
I 

3037 TCCGTGCGCTGGGGCGTATCTGTGGGGAACATGTATCTGATCACCGGGGAACATGGCGACACCGATCTA 3105 
SerVa LArgTrpG Ly Va LSerVa IG LyAsnHETTy rLeuI LeTh rG lyG LuHi sG LyAspTh rAspLeu 

3103 

3106 GAGGAGATGCTATCCGGGCTACACAAGACCGTGATCGTCCGTGGCGTCACCGAGAAGGGTTCGGAAGCA 3174 
G LuG LuMETLeuSerG LyLeuH 1 sLysThrVa II leVa LArgG ly Va LThrG luLysG LySerG LuA la 

3175 CTGGTGAGGAGCCCAGGAAGCTACAAGAGGGACGATGTCGTCCCGTCTGAGACCCCCTTGGCTGCGTAC 3243 
LeuVa I ArgSerProG LySerTy rLysArgAspAspVa I Va LProSerG luTh rProLeuA laAlaTy r 

3244 ACGACTGGTGAGCTGAAGGCCGACGAGATCATGCGGGCTCTGAAGCAAGTCTCCAAGACTTCCAGCGGC 3312 
ThrThrGlyGluLeuLysAlaAspGluIleMETArgAlaLeuLysGlnValSerLysThrSerSerGly 

3313 ATGTGAATTTGATGCTTCTTTTACATTTTGTCCTTTTCTTCACTGCTATATAAAATAAGTTGTGAACAG 3381 
MET . 

3382 TACCGCGGGTGTGTATATATATATTGCAGTGACAAATAAAACAGGACACTGCTAACTATACTGGTGAAT 3450 

EcoRI 

I 

3451 ATACGACTGTCAAGATTGTATGCTAAGTACTCCATTTCTCAATGTATCAATCGGAATTC 3509 

3505 
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